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 چکیده

( از  spp. Meloidogyneمحصولات صاادراتی در ایاران ا.انم نداتا راش ریرای )ررای         نیرتمهمدرختان میوه و یکی از  نیرتمحبوبانار از 
 195، تعا اد  95و  94رااش  راش ندات  ریری )رری، طی .اا  )ونی راش انار بیباشن م بی منظور برر.ی پراکنش آلود)ی باغبیدار)رراش ج ش در انار می

را آورش )ردی م پس از ا.تخراج، شنا.ایی )ونیراش خرا.ان رضوش، شدالی و جنوبی جدعا.تانندونی خاک و ریری از مناطق عد ه تحن کرن انار در 
صورت )رفنم ردچنین براش اولاین باار در    ش بالغ و شبکی کوتیکولی انتهاش ب ن مادهشنا.ی و ریخن .نجی لارو، مادهبا ا.تفاده از مرخصات ریخن

 M. arenariaو  M. incognita ،M. javanicaرااش  انجاا  )رفانم )ونای    SCARراش اختصاصای  را با ا.تفاده از آغاز)را.تان شنا.ایی )ونی
 قطعای   Javو M. arenariaرا باراش )ونای    bp420 قطعای   M. incognita،arرا براش )ونای   bp399 قطعی Inc-14شنا.ایی ش ن م آغاز)رراش 

bp670  را براش )ونیM. javanica را مرار ه )ردی  اما شا ت آلاود)ی   )رری تقریبا در اغلب شهر.تانبی ندات  ریری نران دادم آلود)ی درختان انار
، %9/6خلیا  آبااد   %3/12بجساتان   ،%93/19برد.کن  شراشهر.تانش انار بی ندات  ریری )رری بی ترتیب در راباش م درص  آلود)ی باغبسیار متغیر می

برآورد ش ه ا.نم بالاترین درص  آلود)ی بی ندات  ریرای   %8/0و جاجر   %1/1، مانی %3/1ن ، نهبن ا%5/3، تربن حی ریی %3/4، کاشدر  % 4/5فردوس 
نژاد دو بیرترین پاراکنش را   M. incognitaراش انار شهر.تان برد.کن  بخش اناب  رو.تاش فاطدیی( مرار ه )ردی  و )ونی در باغ % 5/57)رری با 

 راش انار ا.تان نران دادمدر باغ

 
 SCAR ،M. incognita ،M. arenaria ،M. javanicaانار، آغاز)ر اختصاصی  لیدی:ک هایواژه

 

 1  مقدمه

دار و راش دانای ترین میوهاز ق یدی (.Punica granatum L)انار 
راش اقتصادش ا.ن، کی در بسایارش از منااطق   ترین میوهیکی از مهم

کران  رقم  1000مختلف )رمسیرش و نیدی )رمسیرش دنیا با بیش از 
 و تناو   مرکا   ایاران  کای  ا.ان  این بر دا  تاریخی شوار )رددم می

 و کننا ه تولیا   ب ر)تارین  ایاران  (م32و  5ا.ان    باوده  اناار  پی ایش
 89000 کراور  در آن کران  .اط  زیار   و دنیا.ن در انار صادرکنن ه

 در (م3باشا    تولی  .الیانی آن بیش از ده ر ار تن مای  می ان و رکتار

                                                           
پ شاکی،  شنا.ی )یاری و ا.تاد )روه )یاهدانرجوش دکترش بیدارش ترتیببی -2 و 1

 دانرک ه کراورزش، دانرگاه فردو.ی مره 
 (Email: Mahdikhani-e@um.ac.ir      :          مسئو نویسن ه  -* 

بخاش تحقیقاات اصاو  و     ،ا.تادیار مرک  تحقیقات و آموزش خرا.ان رضاوش  -3

 مره  ،تهیی نها  و بذر
DOI: 10.22067/jpp.v34i3.84054 

 کیفیان  دلیا  تناو  ارقاا ،    بای  ، ایاران رولی کنن ه اناا ت کرورراش بین

 اشویاژه  آن جایگااه  راشحبی درخران و رنگ ظاررش مرغوب، زیبایی

 (م 16دارد  
انگا  داخلای .ااکن،     (.Meloidogyne spp )رری ریریندات  

راش انگ  )یاری باوده کای )ساترش جهاانی     ترین )روهیکی از مهم
باش م تا )ونی )یاری می 3000ا بیش از داشتی و داراش دامنی میربانی ب

)ونی از این جنس توصیف شا ه ا.ان، کای مهام     100کنون بیش از 
، M. incognita راش )رمسایرش  را از نظر اقتصادش )ونیترین )ونی

M. javanica ،M. arenaria    و )ونی معتM. hapla  باشان  مای 
نداتااااا   لفمخت شرابی)ونی نسبن سحسا ن)یارااز  یکی رناا(م 20 

 .Mو  M. javanica راااش )وناای انیرم در اریراای )رراای ا.اان

incognita  ونی ، ی د ونصفهااا.تان  رناا شراغبااز( M. javanica ،
M. incognita  وM. hapla راش انار ا.تان فارس و )ونی از باغM. 

arenaria (م )ونای  21و  2  ازروش انار )یون ) ارش ش ه ا.نM. 

javanica   رااش  خاک اطارا  ریرای درختاان اناار در شهر.اتان     از
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راش از شهر.تان M. incognitaتهران، شدیرانات، .اوه و قم و )ونی 
تارین خساارت نداتا     ( م مهام 22 و 18.اوه و قم ) ارش ش ه ا.ن  

رااش راوایی   انار ایجااد )اا  در ریرای و در قسادن     ریری )رری در
ارش یا توقف رش ، ضعف عوئدی مرابی کدبود مواد غذایی از جدلی ک

راش فوقانی، خرک ش ن ت ریجی را، ری ش برگعدومی، زردش برگ
 و 19)اردد   .رشاخی و در نهاین منجر بی مرگ ت ریجی درخان مای  

(م متا.فانی در ایران تا کنون آمار دقیقی از کارش محصو  انار بار  30
اثر ندات  ریری )رری ) ارش نرا ه ا.ان اماا در کراور رن و.اتان      

 M. incognita  3/17 ش عدلکرد ناشی از نداتا  ریرای )ررای   کار
(م این ندات  بی عنوان مراک  جا ش در   14درص  ) ارش ش ه ا.ن  

بی با توجی شود ) ارش ش ه ا.نم بیرتر کروررایی کی انار کرن می
راا  و بیداارش  آفات شنا.ایی جایگاه ایران در بازار جهاتی صادرات انار،

 ا.نم اردین حائ  بسیار آن لکردعد اف ایش جهن مبارزه و
 راش متا.فانی، بخاطر مورفولوژش حفظ ش ه بالایی کی بین )ونی 

Meloidogyne راش این جنس ردیرای ماورد   وجود دارد، تدای  )ونی
بار پایای    Meloidogyneرااش  چالش بوده ا.نم بطور .انتی، )ونای  

ش راا خصوصیات مورفولوژیک، الگوراش آن یدی وآلاود)ی در می باان  
(م اما خصوصیات مورفولاوژیکی، تحان   10شون   )یاری شنا.ایی می

و  13راش متفااوت، متغیار رساتن      شرایط محیطی مختلف و می بان
رااش شنا.اایی تو.اعی پیا ا کارده و در نهایان،       در نتیجی روش (24

بی یک جایگ ین جذاب تب ی  ش ه ا.انم  DNA راش مبتنی بر روش
ع، بسایار قابا  اعتدااد و از مکاان یاا      را بی دلی  اینکی .ریاین روش

(م تو.عی در 24و  1رون م  مرحلی زن )ی ندات  مستق  رستن ، بکار می
راش مولکولی براش شنا.ایی چهار )ونی مهم ندات  ریری )رری، روش

اولاین روش باراش شنا.اایی    ر   بسیارش از تحقیقات باوده ا.انم   

 PCR 1پلیداراز  اش ندات راش ریری )رری بار پایای واکانش زنجیاره    
 DNA ( ) ارش )ردیا ، در ایان روش   19تو.ط رریس و ردکاران  

میتوکن ریایی با ا.تفاده از یک لارو .ان دو  در آب مقطار و اضاافی    
بسط و )سترش داده شا ه ا.انم ایان      PCRکردن بی داخ  واکنش

کای  ( تو.عی پیا ا کارد، بطاورش   27روش بع را تو.ط پاور و رریس  
حی داخلی ک راش باین ژنای میتوکنا ریایی، ناحیای     پرایدررایی از نوا

را براش شنا.ایی پنج )ونای از   16S rRNAو  2.یتوکرو  اکسی از دو 
مارکرراش مولکولی متفااوتی از   طراحی کردن م Meloidogyneجنس 

 3ریباوزومی  DNAشاام  زیار واحا  کوچاک      DNAنواحی مختلف 

 4ریباوزومی   NADزیر واح  ب رگ قطعات تو.عی یافتی و  18S مارکر
 ، ناحیی داخلی رونویسیIGS، ناحیی بین ژنی (28S D2D3   27مارکر

                                                           
1- Polymerase chain reaction 

2- cytochrome oxidase subunit II  

3- Small subunit  rDNA 

4- Large subunit rDNA  

 Meloidogyneرااش  شنا.اایی )ونای  میتوکن ریایی، باراش   DNAو 

5راش مولکولی روشدر حا  حاضر،  م(15تو.عی یافتی ا.ن  
RAPD، 

6SCAR ،7
RFLP، ایای، .انجش   راش ماروارهاشاننرانگرراش دش

PCR Real-time  یابی توالیوDNA براش شنا.ایی ندات راش ریری
 (م35و  33)رری کاربرد دارن   

کننا م  از لحاظ روابط نقش مهدای را ایفاا مای    DNAمارکرراش 
 ITSو  LSU 28Sو  SSU 18S  را مانن ردینطور توالی برخی از ژن

راش ندات ریری )رری بسیار حفاظن ش ه رستن  و تراخی   در )ونی
 .M. incognita, Mراش .ی )ونی )رمسیرش رایج را مخصوصا ب)ونی

javanica,  و  M. arenaria  راا بسایار دشاوار    بر ا.اس این تاوالی
نتایج مرابی نران داده ا.ن کای تاوالی    ردینطور (م23و  13، 9ا.ن  
کردن این .ی )ونی را از بقیی )ونای  توانایی ج ا LSU D2-D3 ناحیی
تفکیک و تدای  بین .ای )ونای   بی  دارد اما قادر Meloidogyneراش 
نیسانم لاذا    M. arenaria و  M. incognita, M. javanicaاصلی

بی عنوان یک ویژ)ی مولکولی ارزشدن  در شنا.اایی   SCARنرانگر 
 PCR- در واکانش  (م37راش ندات  ریری )رری ذکر ش ه ا.ان   )ونی

RAPD    بان رایی را کی براش یک )ونی بی صورت اختصاصی رساتن
راا، آغاز)رراایی را کای طاو      کنن  و از روش این توالییابی میتوالی

تواننا  بای صاورت    دارن  و می RAPDبیرترش نسبن بی آغاز)رراش 
-کنن م این تاوالی عد  کنن ، طراحی می PCRاختصاصی در واکنش 

انا م انا ازه ایان    معارو   SCAR- Primer راش اختصاصی بای ناا    
تر عدا  مای  اختصاصی و بوده RAPD آغاز)رراش از بلن ترآغاز)ررا 
 بی RAPD بی آغاز)رراش نسبن کدترش حسا.ین آغاز)ررا کنن م این

 تاوده ا.تخراج شا ه از   DNAتوانن  و می دارن  واکنش شرایط تغییر

 روش بالغ را تکثیر نداین م بنابراین این راشماده و دو  .ن لارو تخم،

 شنا.اایی  براش ان تومی و ن ارد ندات  بستگی رش ش مرحلی و .ن بی

شود  ا.تفاده ردیرگی و اعتداد قاب  صورت .ریع، بی )ونی عد ه  .ی
و باا   RAPD( بعا  از انجاا  واکانش    37م زیلسترا و ردکااران   (11 

 یابی بان راش اختصاصی کی براش رر )ونی پی ا کردن ،ا.تفاده از توالی

 .Mراااش را بااراش )وناای SCARجفاان آغاز)رراااش اختصاصاای  

incognita  ،M. javanica  وM. arenaria    ایان  طراحای کردنا م
معرفای   RAPDو با توجای بای آناالی      SCARآغاز)ررا بر پایی روش 

رااش  ان  و داراش تواناایی باالایی در تراخی  تعا ادش از )ونای     ش ه
Meloidogyne باشن می.  

)ررای  ندات  ریری  راش عد هر   از این برر.ی شنا.ایی )ونی
 SCARبا پرایدرراش اختصاصی  فولوژیک و مولکولی،راش مربا روش

رااش خرا.اان رضاوش،    راش اناار ا.اتان  باغ و تعیین پراکنش آنها در
 جنوبی و شدالی بوده ا.نم

 

                                                           
5- Random amplified polymorphic DNA  

6- Sequence characterized amplified region  

7- Restriction fragment length polymorphisms 
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 هامواد و روش

 برداری، تکثیر و شناسایی نماتدنمونه

رااش  در شاهریور مااه، از بااغ    95و  94راش بردارش در .ا ندونی
شهرراش راش ا.تان خرا.ان رضوش  هر.تانعد ه تحن کرن انار ش

تربن حی یی، فیض آبااد، بجساتان، برد.اکن، کاشادر، خلیا  آبااد و       
.ب وار(، خرا.ان جنوبی  فردوس، نهبن ان( و خرا.ان شدالی  مانای و  

رااش دو  را در بساتی جاجر (، از خاک و ریری درختان انجا  ش م ندونی
راش منتق  )ردی م از ریریکیلو)رمی با مرخصات کام  بی آزمایرگاه 

راش بالغ و تاوده تخام بای    دار جهن ا.تخراج لارو .ن دو ، ماده)ا 
ش تخم بی )ل ان حااوش نرااش   منظور شنا.ایی ا.تفاده )ردی م کیسی

-.ازش )ونی، براش تکثیر و خال 1)وجی فرنگی رقم حساس رد کلود

(، 9ش ندات ، اضاافی شا م پاس از تهیای ا.اوی  باا روش د)ریسای         
.انجی  شنا.ی و ریخان را بر ا.اس مرخصات ریخنشنا.ایی )ونی

لارو .ن دو ، ماده بالغ و خصوصیات کوتیکولی نقوش انتهااش با ن   
ماورد برر.ای قارار     BH2ما     Olympusرا، با میکرو.اکو   ماده

)وجی فرنگای،  راش افتراقی  )رفنم تعیین نژاد از طریق آزمون می بان
دا  زمینی، فلف (، بر ا.ااس روش پیرانهادش   توتون، پنبی، رن وانی، با

 ( انجا  ش م6بارکر و ردکاران  

 

 DNA استخراج

را باا ا.اتفاده از واکانش    و شنا.ایی )ونی DNAجهن ا.تخراج 
، چن ین روش مورد ا.تفاده قرار )رفن و در PCRاش پلی مراز زنجیره

ی، ا.تخراج ش ه با الکتروفورز افقا  DNAنهاین پس از ارزیابی کیفی 
از تخم و لارو .ن  DNA( براش ا.تخراج 29روش .یلوا و ردکاران  

( با کدی تغییارات باراش ا.اتخراج از    34دو  و روش یی و ردکاران  
ماده بالغ بی شر  ذی  انجا  )رفنم در روش .یلوا و ردکااران، ابتا ا   

میکرولیتر لارو .ن دو ، تخم و یا مخلوط تخام و لارو .ان    30-50
میلی 5/1راش مقطر دوبار .ترون، درون میکروتیوب دو  معلق در آب

دقیقای ر.اوب داده شا م     5دور در دقیقی بای ما ت    10000لیترش در 
راش حاوش ندات  در نیتروژن مایع قارار )رفانم .انس ندونای باا      لولی

 میکرولیتار باافر ا.اتخراج    700.وزن منا.ب کامو .ایی ه و لی ش م 
 100Mm Tris-Hcl Ph 8,1/4M NaCl,20 Mm EDTA, 3% 

CTAB,1% β-mercaptoethanol) راا اضاافی شا م    بی میکروتیوب
)راد و بی درجی .انتی 65دقیقی در حدا  آب )ر   30را بی م ت ندونی
دارش ش ن م در مرحلی نگی )راددرجی .انتی 40دقیقی در دماش 10م ت 
دقیقی ر.وب داده ش ن  و فااز   10دور در دقیقی بی م ت  6000بع  در 

رویی بی لولی ج ی  منتق  )ردی م .نس رم حجم آن مخلوط کلروفر  
اضافی و پس از یک تکان ش ی  و مخلوط شا ن   24:1ای وآمی  الک  

                                                           
1- Red cloud 

دور در دقیقی .انتریفوژ ش م پاس   13000دقیقی در  15کام  بی م ت 
از اتدا  این مرحلی فاز رویی بای لولای ج یا  منتقا  و رام حجام آن       

درجای   20فی ش  و بی م ت ده دقیقای در منفای   ای وپروپانو  .رد اضا
دور  13000دقیقای در   15)راد قرار )رفن، پس از آن بی ما ت  .انتی

 %70در دقیقی ر.وب داده ش م ر.وب حاص  پس از شسترو با اتانو  
 30-20و .ااانتریفوژ مجاا د در دماااش محاایط خرااک و .اانس در  

  میکرولیتر آب مقطر دوبار .ترون ح  )ردی م

از مااده باالغ باا ا.اتفاده از روش یای و        DNAتخراجباراش ا.ا  
ردکاران، ابت ا یک عا د مااده باالغ در آب مقطار ا.اتری  چنا  باار        
شسترو داده ش  و .نس این ندات  روش یاک لا  ا.اتری  قارار داده    

 10شاام     TE (Tris-EDTA buffer)میکرولیتر از باافر   10ش م 

mM Tris, pH :8, with HCl, 1 mM EDTA ) ی نداتا  مااده   با
اضافی ش ه و تو.ط یک لام  ا.تری  این ندات  کامو لی ش م .انس  

میکرولیتر دیگر از  50ش روش لا ، براش جدع کردن محتویات لی ش ه
بافر بی لا  اضافی کرده و در نهاین محتویات روش لا  با کدک .دنلر 

 میکرولیتر در فری ر نگه ارش ش م 5/0آورش و درون میکروتیوب جدع

 

 یابی و توالی  PCRانجام واکنش

راش مختلف ندات ، از از )ونی PCRدر واکنش  DNAبراش تکثیر 
 / Inc-K14-F/  Inc-K14-R ،JavR آغاز)رراااش اختصاصاای 

JavFوR ar/ arF    (م ایان آغاز)رراا باراش رار     1ا.تفاده ش   ج و
رااش )ونای   )ونی یک قطعی مرخ  جفن بازش را در کلیای جدعیان  

کننا م آغاز)رراا از   ه و در نهاین )ونی را از بقیی متدای  مای تکثیر کرد
شا ه   ذکار  1شرکن ماکروژن کره جنوبی تهیی و توالی آنها در ج و  

 رنگا  دربراش جلو)یرش از خطاراش احتدالی PCR ا.نم در واکنش 

 اق ا  بیرتر، عد  .رعن و براش راحتی نی  و مواد کم مقادیر برداشتن

براش رر جفان آغااز)ر در    PCR)ردی م واکنش 2 پایی محلو  تهیی بی
میکرولیتار از   PCR ،3بیان ش ه ا.نم پس از اتدا  واکانش   2ج و  

بار)یرش   3TEBدر بافر  % 1راش ژ  آ)ارز در چارک PCRمحصو  
باشا  و  مای  DNAش م چارک کنتر  منفی شام  تدا  مواد بی غیر از

  Ladderراانگر  چارک او  براش تخداین انا ازه قطعاات تولیا ش ن    
 بار)یرش )ردی م

 

-در باا    Meloidogyneهایتعیین پراکنش آلودگی به گونه

 های خراسانهای انار استان

براش تعیین جدعین لارو .ن دو  ندات  ریرای )ررای در خااک،    
)ار  آن   200راش جدع آورش ش ه از یک باغ با رم مخلاوط و  ندونی

وش .ینی و .انتریفوژ انجا  وزن )ردی م ا.تخراج ندات را از خاک با ر
                                                           

2- Stock solution 

3- Tris Borate EDTA 
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(م لاروراش ا.تخراج ش ه با ا.تفاده از پترش م رج شدارش 32)رفن  
)ردی م براش تعیین درص  آلود)ی در باغ، تعا اد درختاانی کای عویام     

آلود)ی را نران دادن  شدارش و نسبن بی ک  درختاان بااغ محا.ابی    
 )ردی م 

 
 به همراه توالی و اندازه باند Meloidogyneاده برای شناسایی سه گونه عمده مورد استف SCARآغازگرهای اختصاصی  -1 جدول

Table 1- SCAR primer for identification of major Meloidogyne with sequence and band size 

منابع   
Reference 

 محصول پی سی آر
PCR product (bp) 

 توالی پرایمرها
Primer Sequences (5’-3’) 

هاگونه  
Species 

 نام پرایمر
Primer name 

Zijlstra et al. (2000) 420 
TCGGCGATAGAGGTAAATGAC 

TCGGCGATAGACACTACAAACT M. arenaria 
Far 

Rar 

Zijlstra et al. (2000) 670 
GGTGCGCGATTGAACTGAGC 

CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC M. javanica 
Fjav 

Rjav 

Randig et al. (2002) 399 
GGGATGTGTAAATGCTCCTG 

CCCGCTACACCCTCAACTTC M. incognita 
Inc-K14-F 

Inc-K14-R 
 

 Jav ( Adam et al, 2007)و  Inc-14 ،ar برای سه جفت آغازگر PCRبرنامه حرارتی واکنش  -2جدول 
Table 2- Thermal program of PCR reaction for three of primer Inc-14, ar, Jav 

گسترش نهایی    
Final extension 

گسترش   
Extension 

اتصال   
Annealing 35 cycles 

واسرشت   
Denaturing 

واسرشت اولیه   
Initial denaturing 

   64°C (Fjav/Rjav)   
   61°C (Far/Rar)   
   62°C (Inc-K14-F/Inc-K14-R)   

4°C 

60 min 
72°C 
7 min 

72°C 
90 secs 30 secs 94°C 

30 secs 
94°C 

2 min 

 

 و بحثنتایج 

باردارش از بااغ  راش می انی طی دو.ا  ندونیمرار ات و برر.ی
رااش  راش انار )ویاش این واقعین ا.ن کی ندات  ریری )ررای در بااغ  

انار ا.تان در حا  )سترش بوده و خسارت قاب  توجهی بی درختان انار 
رااش انجاا  شا ه در ایان     کن م برر.یخصوصا درختان جوان وارد می

اش کی بیرترین فراوانی را دارد( )ونی)ونی غالب   د کیتحقیق نران دا
ناژاد دو و در    M. incognitaراش خرا.ان رضوش و جنوبی در ا.تان

 .Mباشا م )ونای  مای  M. javanicaا.اتان خرا.اان شادالی )ونای     

incognita  رااش افتراقای قارار    براش تعیین نژاد تحن کرن می باان
ن، فلفا ، )وجای فرنگای و    )رفن، این )ونی در ریرای )یاراان توتاو   
رااش باادا    کای در می باان  رن وانی بی خوبی )ا  تولی  کرده در حاالی 

اش مرار ه نر م در نتیجی ناژاد دو باراش ایان    زمینی و پنبی ریچ )ره
 )ونی قطعی )ردی م

.نجی  جا و   با توجی بی نتایج ب .ن آم ه از خصوصیات ریخن
 ن نداتا راش مااده   انتهاش با ( و مرخصات لارو .ن دو  و نقوش 3

 .Mو  M. incognita ،M. javanica(، .ی )ونی عد ه 1بالغ  شک  

arenaria        14شنا.ایی ش  کای مرخصاات آن باا شار  جنساون )
ش باالغ )وبای شاک  و    ماده،  M. incognitaمطابقن داردم در)ونی 

.فی رنگ، با )ردن مرخ  و برجساتی، ا.اتایلن ظریاف بای طاو       
راش )رد و بی .دن جانبی با نم شابکی   با )ره میکرومتر 16تا  5/14

بوده و تنو  باالایی را نراان مای     6کوتیکولی در این )ونی در )روه 
در م مرخصی اصلی این )روه شیارراش بیضی شک  با کداان پراتی   

در بعضی موارد )رد، خطاوط .اطو  جاانبی با ن ناا       بلن  و مربعی و
ماننا  مراخ    مرخ  و )اری بو.یلی شیارراش شکستی و چنگا  

شودم شک  کدان پرتی متغیر بوده و در قسدن نوک تخان و پا    می
میکرومتار و فاصالی آن از    5/24تاا   5/17باشن م طو  شکا  فرج می

باش م لارو.ن دو  کرمی شک  متو.ط میکرومتر می 22تا  18مخرج 
تاا   10تا نسبتا بلن  بوده، .ر ردطراز ب ن، ا.تایلن ظریاف بای طاو     

باشا م د   رااش برجساتی و متدایا  بای عقاب با ن مای       با )ره 5/12
 12تاا   5/9میکرومتر و ریالین بی ان ازه  5/54تا  33مخروطی با طو 

باش م شک  نقوش انتهایی ب ن ماده باالغ در ایان )ونای    میکرومتر می
، M. javanica(م در)ونای  1 شک در   تنو  بسیار بالایی را نران می
با )ردن مرخ ، ا.اتایلن ظریاف بای     ماده بالغ نسبتا )رد و درشن،

میکرومتر با کدی خدی )ی بی .دن پرتیم شبکی  2/17تا  5/14طو  
)یرد، با انتهاش )رد تاا بیضای   قرار می 5کوتیکولی این )ونی در )روه 

شک  با خطوط جانبی مرخ  و واض  بی صورت دو شایار ماوازش و   
کوتیکاولی  اش کی شیاررا را قطع کرده و بطور مرخصی شبکی حاشیی

کنا م طاو    انتهاش ب ن را بی دو قسدن پرتی و شاکدی تقسایم مای   
 17تاا   15میکرومتار و فاصالی آن از مخارج     25تاا   22شکا  فارج  
 باش م میکرومتر می
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از  M. incognita های: گونهآوری شده از شهرستانهای نماتد ریشه گرهی جمعسنجی لارو سن دوم از گونهمشخصات ریخت -3جدول 

 از بجستان   M. arenariaاز جاجرم و گونه .M. javanica انابد، گونه -بردسکن

Table 3- Morphometric characterize of second stage juvenile on root knot nematode species collected from cities: M. 

incognita of Bardaskan- Anabad, M. javanica of Jajarm and M. arenaria of Bajestan 
Meloidogyne arenaria 

(n=15) 

Meloidogyne incognita 
(n=15) 

Meloidogyne javanica 
(n=15) 

 فاکتوراندازه گیری
Measurement factor 

 (Lطو  ب ن    (416-456) 436 (392-436.5) 412.2 (400-445) 428

(Body length) 
 طو  د  (49-61.5) 53.6 (33-54.5) 46.2 (42-58.5) 51.4

(Tail length) 
 طو  ریالین (12-15) 13.5 (9.5-12) 10.83 (10.5-14.7) 12.8

(Hyaline Length) 
10.8 (10.2-11.5) 

 
 

3.4 (2.8-3.9) 

10.8 ( 10-12.5) 
 
 

2.7 (2.5-3.5) 

11.4 (10.5-12.8) 
 

 
3.4 (2.5-4) 

 طو  ا.تالن
Stylet length 

 
DGO 

34.6 (30-38.2) 25.37 (23.75-26.96) 33.26 (30.5-34.8) a 

6.9 (6.2-7.5) 8.38 (7.6-10.05) 8.7 (8.3-9.2) c 

 
  .c )M. javanicaجاجرم(، ) .M. javanica( b، )بجستان(  a )M. arenariaتنوع در شکل نقوش انتهایی کوتیکولی ماده بالغ سه گونه  -1شکل 
های انار با انابد( جدا شده از ریشه -)بردسکن M. incognita( f)کاشمر( و  e )M. incognitaد(، فیض آبا-)تربت حیدریه M. incognita( d)مانه(، 

 100xبزرگنمایی 
Figure 1- Diversity of Perineal pattern in mature female of three species of a) M. arenaria in Bajestan, b) M. javanica a 

Jajarm, c) M. javanica in  Maneh, d) M. incognita in Torbat Heidariye-feya Abad, e) M. incognita in  Kashmar, f) M. 

incognita in Bardaskan- Anabad,) exctracted on pomegranate roots. 100x 

(c)M. javanica 
(a) 

 

(b) 

(d) M. incognita (e) M. incognita (f) M. incognita 
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.    
لارو .ن دو  کرمی شک  نسبتا بلن ، .ر ردطراز ب ن، ا.تایلن 

رااش جاانبی با ن ا.انم     یراش )رد و متدای  بی ناحیا ظریف با )ره
 49.طو  جانبی ب ن داراش چهار شیار طولی مرخ ، د  بی طاو   

میکرومتر با شایارراش   15تا  12میکرومتر وریالین بی طو   5/61تا 
را )وبی ماده ،M.arenaria)ونی  باش م دردرشن در انتهاش د  می

میکرومتار باا    8/16تا  15شک  با )ردن مرخ ، ا.تایلن بی طو  
راش )رد و متدای  بی عقب ب نم شبکی کوتیکولی انتهااش با ن   ه)ر

)رد یا بیضی شک  با کدان پرتی کوتاه و معداولا فرارده، شایاررا    
نسبتا عریض و ج ا از رم و غالبا صا ، خطوط .طو  جاانبی با ن   
معدولا بو.یلی شیارراش دوشاخی و چنگا  مانن  و شکستی مراخ   

)یاردم  قرار مای  4ی در )روه اصلی شون م شبکی کوتیکولی این )ونمی
تا 2/14میکرومتر و فاصلی آن از مخرج  24تا  5/22طو  شکا  فرج 

باش م لارو .ان دو  کرمای شاک  باا ا.اتایلن      میکرومتر می 4/18
تاا   42میکرومتر، د  باریک بای طاو     5/11تا  2/10ظریف بی طو  

 (م1 باش   شک میکرومتر با انتهاش )رد می 5/85
برر.ای  ،SCAR  از آزمایرات مولکولی باا نراانگر  نتایج حاص

شنا.ی را در ماورد .ای )ونای شنا.اایی     .نجی و ریخنراش ریخن

شنا.ایی  SCARش ه تایی  کردم با ا.تفاده از آغاز)رراش اختصاصی 
راش خرا.اان  راش انار از ا.تان.ی )ونی عد ه ندات  ریری )رری باغ

راش ا.تخراج شا ه از  دونیتدا  ن DNAبراش اولین بار انجا  )رفنم 
ا.تان با رر .ی آغاز)ر برر.ی ش  و نتایج ب .ن آم ه با شنا.ایی بر 
ا.اس مرخصات مورفومترش مطابقن داشنم در آزمایرات مولکولی 

کردن  کی یک بان  غیر اختصاصی تولی  می arو  Inc-14آغاز)رراش 
 58ایی با تغییر دماش اتصا  براش رر دو جفن آغاز)ر در مح وده دم

تارین دماا باراش    )راد در د.تگاه )رادیانن منا.بدرجی .انتی 64تا 
(، در نتیجی بان  غیار اختصاصای محاو    2 ج و اتصا  مرخ  ش   

یاک   Inc-14ش ه و تنها یک بان  اختصاصی ترکی  )ردی م آغاز)ر 
تراکی  دادم از    M. incognitaجفن بازش را براش )ونی  399قطعی 

رااش ریخان  ش کی این )ونی ا.تخراج و با برر.یاتدا  مناطق آلوده
-Incشنا.ی شنا.ایی )ونی انجا  ش ه بود، ازآغاز)ر .نجی و ریخن

 (م2 براش تایی  شنا.ایی )ونی ا.تفاده ش   شک  14

 

 
جفت  100نگر مولکولی به ترتیب نشا M. incognitaجهت شناسایی  Inc-14جفت بازی با استفاده از آغازگر اختصاصی  399تکثیر باند  -2شکل 

 چاه پالیز،-: بجستان Baj-chah : بردسکن،Barسه راه مهنه، -: تربت حیدریهTor-mفیض آباد ، -: تربت حیدریه Tor-fهای مناطق بازی، جدایه

F باغستان و -: فردوسNشوسف و  -: نهبندانcont- کنترل منفی: 

Figure 2- Amplification of 399 bp bands using specific primer Inc-14 for identification of M. incognita respectively Molecular 

marker 100 bp, isolated of areas from Tor-f : Torbat Heidaryeh-Feyzabad, Tor-m : Torbat Heidaryeh- Serah Mehne, Bar: 

Bardaskan, Baj-Chah: Bajestan- Chahpaliz, F: Ferdows-Baghestan, N: Nehbandan- shusf, control - 

  
را از ریرای اناار باا نتاایج     نتایج ب .ن آم ه از شنا.ایی این )ونی

( کی براش اولین بار باا ا.اتفاده از ایان آغااز)ر     7بریرش و ردکاران  
را از ریری درختان کیوش شنا.ایی کارده بودنا ،     M.incognita)ونی

جفن بازش را باراش )ونای    420  یک قطعی  arردخوانی داردم آغاز)ر 

M.arenaria،  و آغاز)رJav   جفان باازش را باراش     670 یک قطعای
راا را از  را تکثیر نداوده و جدعیان  در ردی ج ایی M. javanica)ونی 

(م نتایج این برر.ی با نتاایج جناگ و   3 شک کنن   یک یگر متدای  می
( در چین، ردخوانی داردم آنهاا .ای )ونای اصالی نداتا       36ردکاران  
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 SCARوتون با ا.تفاده از نرانگر جدعین ت 21ریری )رری را از بین 
با موفقین شنا.ایی کردن م ردچنین توصایی کردنا  کای باا ا.اتفاده      

رااش دیگار نداتا     می تاوان )ونای   SCARو  DNAترکیبی از توالی 
( با 25ریری )رری را بطور دقیق شنا.ایی کردم میره کی و ردکاران  

خام و لارو  را از مخلوط کیسی ت DNAراش مولکولی، ا.تفاده از کین
راش خیار ا.تان کهگیلویی و بویر .ن دو  ندات  ریری )رری از )لخانی

ماورد   javو  inc, arاحد  ج ا کرده و با ا.تفاده از .ی جفن آغااز)ر  
جدعیان ماورد    10شنا.ایی قرار دادن م آنها مرار ه کردن  کی در رار  

  javf/javrجفن بازش تو.اط جفان آغااز)ر     670مطالعی تنها قطعی 
را بی عناوان )ونای شاایع در     M. javanicaکثیر)ردی ه و در نهاین ت

 100( 4این منطقی ) ارش کردن م ردچناین عساکریان و ردکااران     
پساتی  مختلف نقاط از ندات  ریری )رری  بی آلوده ریری و خاک ندونی

آورش کارده و  رفسانجان را جداع   داوران ما ار   و ا.تان کرمان کارش
 ا.ااس  بار M. javanica  )ونای  نا.اایی و ش .اازش از خاال   پاس 

 .ان  لارو و باالغ  رااش ماده .نجیریخن و شنا.یریخن خصوصیات

 جفن کدکبا ا.تخراج کرده و  را راجدعین کلیی ژنومی DNA،  دو 

 تکثیار  OPAFjav / OPARjav و Mjavf / Mjavr آغاز)ررااش 

 جفن 670 قطعی یک M. javanica  )ونی راشجدعین کلیی در .دادن 

 قطعای  یاک  وOPAFjav / OPARjav  آغااز)ر  جفان  ازش تو.طب

 این داد، تکثیرMjavf / Mjavr  آغاز)ر جفن بازش تو.ط جفن 1600

 بی عنوان کی آب و M. arenaria وM. incognita  در )ونی قطعات

مای  نظر بی لذا نر م تکثیر بودن  ش ه )نجان ه آزمایش در منفی کنتر 
 شنا.ای ریخن خصوصیات با قیاس در آغاز)ررا جفن این کاربرد ر. 

 .شود منجر M. javanica)ونی  .ریعتر ترخی  بی
 

 
جفت  100به ترتیب نشانگر مولکولی  M. arenariaجهت شناسایی  ar جفت بازی با استفاده از نشانگر اختصاصی  420( تکثیر باند A -3شکل 

   Javجفت بازی با استفاده از نشانگر  670( تکثیر باند Bکنترل منفی.    -cont، بجستان Bفردوس و  Fنهبندان،  : Neh بازی، جدایه های مناطق

فردوس، کنترل منفی  Fجاجرم و Jمانه،  M-2مانه برج زنکانلو و M-1 به ترتیب نشانگر مولکولی، جدایه ها از مناطق M. javanicaجهت شناسایی 

 بدون باند

Figure 3- A) Amplification of 420 bp bands using specific primer ar for identification of M. arenaria respectively Molecular 

marker 100 bp, isolated of areas from: Neh: Nehbandan, F:Ferdows and B: Bajestan, control -. B) Amplification of 420 bp 

bands using specific primer Jav for identification of M. javanica arenaria respectively Molecular marker 100 bp, isolated of 

areas from: M-1 : Maneh- Bourj zankanlu, M-2: Maneh, J: Jajarm, F: Ferdows and control – no band  
 

با مقایسی نتایج بی د.ن آم ه از این برر.ای و نتاایج تحقیقاات    
غاز)رراش اختصاصی را باراش شنا.اایی   مرابی، می توان ا.تفاده از آ

، دقیاق  ، بی عنوان یک روش .ریع.ی )ونی اصلی ندات  ریری )رری
 و قاب  اطدینان پیرنهاد ندودم

راش غالب در رر منطقی، درص  آلود)ی رر پس از شنا.ایی )ونی
منطقی از .ی ا.تان خرا.ان رضوش، جنوبی و شدالی بی ندات  ریرای  

راا بای   (م بیرترین می ان آلود)ی بااغ 3  )رری محا.بی )ردی   ج و
رااش برد.اکن و بجساتان مراار ه شا م      این نداتا  در شهر.اتان  

بالاترین درص  آلود)ی بی ندات  ریری )رری در بااغ اناار شهر.اتان    

 5/57باا   1برد.کن در بخش اناب  در رو.تاش فاطدیای چااه شاداره    
اتا  در  درص  مرار ه )ردی م بالا بودن ش ت آلاود)ی و خساارت ند  

کی تدا  درختان راش این منطقی بسیار زیاد بوده بطورشتع ادش از باغ
رااش مانای و جااجر     باشان م در شهر.اتان  در حا  خرک ش ن می

برخو  تصور بخش کراورزش در منطقی مبنی بر عارش باودن بااغ  
راش انار از ندات  ریرای )ررای، ایان نداتا  ا.اتخراج )ردیا  ولای        

را نران دادم بیرترین درص  آلود)ی باغات بی  کدترین می ان آلود)ی
رااش برد.اکن   راش خرا.ان رضاوش در شهر.اتان  ترتیب در ا.تان

، تربن % 3/4، کاشدر % 9/6، خلی  آباد % 3/12، بجستان % 93/19
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و  % 4/5رااش فاردوس   ، خرا.ان جنوبی در شهر.تان% 5/3حی ریی 
از  % 8/0جااجر   و  % 1/1راش مانی ، و در شهر.تان% 3/1نهبن ان 

(م ا.تان خرا.ان رضاوش باا   3ج و  خرا.ان شدالی ) ارش )ردی   
توجی بی بالا بودن .ط  کرن اناار، آلاود)ی بیراترش را نراان دادم     

راش اناار  ر.  ندات  ریری )رری برخو  تصور در اغلب باغبنظر می

باشا م لاذا باا توجای بای ارزش      ا.تان در حا  )سترش و خسارت می
ادراتی انار و جهن جلو)یرش از )سترش بیرتر این نداتا   غذایی و ص

)ردد کنتر  و مبارزه با این ندات  در د.اتور کاار ما یران    یی میتوص
 قرار )یردم

 
های استخراج شده از هر منطقه به تفکیک استان، شهرستان و برداری آلوده به نماتد ریشه گرهی، درصد آلودگی وگونهمناطق نمونه -3 جدول

 بخش

Table 3- Sampling area infected of root-knot nematode, Infection percentage and species extracted from each area by 

province, city and district. 

 استان -برداریمناطق نمونه

Sampling region-

province 

 شهرستان

City 
 بخش

District 

 درصد آلودگی باغ

Percentage of 

infection 

 های نماتد شناسایی شدهگونه

Identified nematode 

species 

 

 فیض اباد 

(Feyzabad) 
1.5 M. incognita 

 تربن حی ریی

(Torbat Heydarieh) 
 می ولات

(Mahvelat) 
2.4 M. incognita 

 1.ی راه مهنی 

(Serah Mehne 1) 
2.7 M. incognita 

 2.ی راه مهنی 

(Serah Mehne 2) 
7.5 M. incognita 

 

 خلی  آباد

(Khalilabad) 
 ابراریم آباد

(Ebrahimabad) 
2.08 M. incognita 

 حاشیی جاده 

(Roadside) 
11.8 M. incognita ,M. javanica 

 

 کاشدر

(Kashmar) 
 بالا ولاین

(Balavelayat) 
1.6 M. incognita 

 حاشیی جاده 

(Roadside) 
7.08 M. incognita 

  خرا.ان رضوش

(Razavi Khorasan) 

 
 

 4فاطدیی چاه  -اناب  

(Anabad-Fatemiyeh 4) 
16.9 M. incognita 

 برد.کن

(Bardaskan) 
 1فاطدیی چاه  -اناب 

(Anabad-Fatemiyeh 1) 
57.5 M. incognita 

 باب الحکم -اناب  

(Anabad-Babolhekam) 
0.8 M. incognita, M. arenaria 

 محد خان-اناب  

(Anabad-Mohammadkhan) 
21.16 M. incognita 

 6فاطدیی چاه  -اناب  

(Anabad-Fatemiyeh 6) 
37.5 M. incognita 

 اناب  

(Anabad) 
3.25 M. incognita 

 شفیع آباد 

(Shafie Abad) 
2.4 M. incognita 

 

 چاه پالی  

(Chahpaliz) 
32 M. incognita. M. arenaria 

 ج ین 

(Jazin) 
9.4 M. incognita 

 بجستان

(Bajestan) 
 صل  آباد

(Solhabad) 
4.3 M. incognita 

 انار.تان حومی شهر 
(Pomegranate Roadside) 

17.2 M. incognita, M. arenaria 
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 چاه نظم 

(Chahnazm) 
2.5 M. incognita 

 بجستان 

(Bajestan) 
8.6 M. incognita, M. arenaria 

 
 
 

 خرا.ان جنوبی

(Southern Khorasan) 

 باغستان علیا 

(Baghestan Olya) 
6.8 M. incognita 

 باغستان 

(Baghestan) 
5.3 M. incognita 

 فردوس

(Ferdows) 
 درستان

(Dehestan) 
3.1 M. incognita 

 فردوس 

(Ferdows) 
6.5 M. incognita, M. javanica 

 

 محد  آباد 

(Mohammadabad) 
1.3 M. arenaria 

 نهبن ان

(Nehbandan) 
 شو.ف

(Shousf) 
2.1 M. incognita, M. arenaria 

 نهبن ان 

(Nehbandan) 
0.7 M. incognita 

 خرا.ان شدالی

(Northern Khorasan) 

 مانی

(Maneh) 
 برج زنکانلو

(Borj Zankanlu) 
1.1 M. javanica 

  مانی 

(Maneh) 
1.2 M. javanica, M. incognita 

 جاجر  

(Jajarm) 
 جاجر 

(Jajarm) 
0.8 M. javanica , M. arenaria 

 

 اریسپاسگز

ب ین و.یلی نگارن )ان مراتب تق یر و تراکر خاود را از معاونان    
محتر  پژورری دانرک ه کراورزش دانرگاه فردو.ای مراه  جهان    
فرارم ندودن امکانات براش انجا  این تحقیق، مرک  تحقیقات و جهاد 

ریی، بجستان، بجناورد و  کراورزش مره ، برد.کن، کاشدر، تربن حی 
را، جهن اطوعات و تساهی  در  راش شهر.تاننهبن ان و .ایر بخش

 دارن مبردارش، ابراز میفراین  ندونی
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Introduction: Pomegranate is one of the most popular fruit trees and one of the most important export 
productions in Iran. Root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) are the most damaging plant-parasitic nematodes 
of pomegranate, which cause root galls and disrupt the absorption and transfer of water and food, and eventually 
decrease the fruit growth. Root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) are economically important plant parasites 
affecting a broad range of host plants, and thus far, 100 nominal species have been described. The development 
of molecular methods to identify the four major Root-knot nematodes including M. incognita, M. arenaria, 
M.javanica and M. hapla has been the goal of numerous studies. These species are morphologically similar, 
making identification difficult for the non-specialist. However, distinguishing them is important for utilizing 
appropriate crop rotations, managing resistance effectively and plant quarantine requirements. Therefore, some 
molecular methods for identification of Root-knot nematodes (RKN) species have been developed. Recently, a 
PCR method based on DNA has been widely used for the identification of nematodes. SCAR- Primers 
(Sequence characterized amplified region) were developed and are used routinely on a large number of samples 
with high sensitivity and specificity. 

Materials and Methods: In order to investigate the infection of pomegranate orchards to Meloidogyne 
species, 115 soil and root samples were collected from major areas of pomegranate cultivation from Khorasan 
Razavi, Northern Khorasan and Southern Khorasan provinces, during 2015-2016. The highest area of 
pomegranate cultivation is located in Torbat Heydarieh, Bardaskan, Kashmar, Khalil Abad, Bajestan and 
Ferdows cities. After extraction of nematodes from root and surrounding soil, species identification was 
performed according to morphological and morphometric characteristics of second-stage juveniles, mature 
females and perineal pattern of females, and also using molecular methods and specific SCAR primers. For 
DNA extraction, the procedure proposed by Silva et al, who extracted DNA of second stage juvenile, was 
applied. In addition, the Atkin methods were employed for extracting DNA of mature female. The DNA was 
added into the PCR reaction with specific primer (SCAR), and then loaded in gel for further analyses. 

Results and Discussion: Major species of root knot nematode were M. incognita, M. javanica and M. 
arenaria in Khorasan provinces identified based on morphological and morphometric studies as well as SCAR 
primers. M. incognita showed a band about 399 bp with Inc-14 primer, M. javanica exhibited a band about 670 
bp with Jav primer and M. arenaria showed a band about 420 bp with a ar primer. Infection of root knot 
nematode pomegranate was observed in almost all cities but the intensity of infection varied considerably. The 
highest percentage of infection on root-knot nematodes pomegranate orchards was observed in Bardaskan 
(Anabad section of Fatemieh village) with 57.5% and Bajestan (Chah Paliz village) with 32%. M. incognita has 
the highest distribution in pomegranate orchards. The highest percentage of infected orchards was estimated in 
Bardaskan (19.93%), Bajestan (12.3%), Khalil Abad (6.9%), Kashmar (4.3%), and Torbat Heidariyeh (3.5%) 
located in Khorasan Razavi provinces, Ferdows (5.4%) and Nehbandan (1.3%) in Southern Khorasan provinces, 
and Maneh (1.1%) and Jajarm (0.8%) situated in Northern Khorasan. M. incognita has the highest distribution in 
Khorasan Razavi and Southern Khorasan provinces, and M. javanica has the highest distribution in Northern 
Khorasan provinces. The differential host shows the race 2 of M. incognita in area. 

Conclusion: Infection of root knot nematode pomegranate is growing and there is a need for accurate 
identification. Using molecular methods especially SCAR primers for identification of major species of root knot 
nematode is fast, accurate and reliable.  
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